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Macrófagos são células apresentadoras de antígenos que respondem a sinais 
inflamatórios possuindo amplo perfil fenotípico de acordo com cenário 
fisiológico. A atividade de macrófagos é peça importante para a homeostase 
tecidual, atuando na defesa do hospedeiro no combate a infecções, reparo 
tecidual e também na regulação de células imunes adjacentes. Além disso, 
macrófagos se mostram como peça chave no desenvolvimento de tumores, 
inclusive os cerebrais.  A proteína BRCA-1 (BReast CAncer-1) é envolvida no 
reparo de DNA dependente de recombinação homóloga, reconhecendo e 
evitando a permanência de danos de fita dupla na molécula de DNA. Mutações 
ou mudanças na expressão de BRCA-1 são relacionadas com o surgimento 
(hereditário ou não) de câncer de mama, ovário e próstata. BRCA-1 apresenta 
propriedades em contextos inflamatórios, porém pouco explorada na biologia 
de macrófagos. O objetivo desta tese foi analisar a interferência da baixa 
expressão de BRCA-1 induzida por silenciamento em parâmetros inflamatórios 
da resposta de macrófagos RAW 264.7 diferenciados a fenótipos clássico, 
alternativo bem como quando expostos a meio condicionado de culturas de 
glioblastoma (CMC6). Os macrófagos silenciados apresentaram maior 
fragmentação de DNA através do ensaio de cometa; houve parada do ciclo 
celular na transição G1/S causada pelos tratamentos com LPS e meio 
condicionado de linhagem C6 de glioma (CMC6) e as células silenciadas 
mostraram também menor sobrevivência após as exposições. O silenciamento 
de BRCA-1 atenuou a expressão de TNF-α e IL-6 aumentadas por LPS e 
CMC6 além de ter aumentado a produção de marcadores anti-inflamatórios 
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como TGF-β e IL-10. Os tratamentos com LPS e CMC6 causaram aumento no 
número de células autofágicas e o silenciamento de BRCA-1 potencializou a 
autofagia nestes tratamentos, inclusive nos macrófagos expostos a IL-4. A 
atividade do fator de transcrição NF-kB foi comprometida nas células 
silenciadas uma vez que os tratamentos com LPS e CMC6 estimularam sua 
atividade transicional. Os experimentos de “docking” molecular mostram que a 
conservação do domínio BRCT de BRCA-1 é importante para a interação física 
entre a proteína e a subunidade p65 de NF-kB, e que mutações em BRCA-1 
relacionadas a neoplasias BRCA-1 dependentes impedem a formação do 
complexo BRCA-1-p65, sendo um forte indicativo da perda de capacidade 
inflamatória para macrófagos diferenciados. Análises de imunocitoquímica 
mostraram que a expressão de BRCA-1 diminuiu a presença da subunidade 
p65 de NF-κB no núcleo das células estimuladas por LPS e CMC6. Nossos 
resultados revelam que a expressão constitutiva de BRCA-1 exerce papel 
central na ativação de macrófagos por alterar as vias responsivas ao fator de 
transcrição NF-κB, além de abrirem perspectivas para futuras investigações 
sobre o papel de BRCA-1 que abordem não somente o reparo de DNA e 
sobrevivência celular, mas também sobre vias de resposta inflamatória destes 










Macrophages are antigen present cells which respond to inflammatory signals 
having a wide phenotypic profile according to physiological status. Macrophage 
activity is an important part of tissue homeostasis, acting in the host defense 
against infection, tissue repair and also in the regulation of adaptative immune 
cells. In addition, macrophages play a key role in the development of tumors, 
including the brain. The BRCA-1 protein (BReast CAncer-1) is involved in 
homologous recombination-dependent DNA repair, recognizing and avoiding 
the permanence of double-stranded damage to the DNA molecule. Mutations or 
changes in BRCA-1 expression are related to the onset (hereditary or not) of 
breast, ovarian and prostate cancer. BRCA-1 has properties in inflammatory 
contexts, but little explored in macrophage biology. The aim of this study was to 
analyze the interference of knockdown expression of BRCA-1 on inflammatory 
mediators of RAW 264.7 macrophage differentiated to classical, alternative 
phenotypes as well as when exposed to conditioned medium of glioblastoma 
culture (CMC6). The silenced cells showed increased DNA fragmentation 
demonstrated by the comet assay; there was a cell cycle arrest in the G1 / S 
transition caused by LPS and CMC6 treatments and the silenced cells showed 
decreased survival after exposure. BRCA-1 knockdown attenuated LPS and 
CMC6-enhanced expression of TNF-α and IL-6 and pronounced the production 
of anti-inflammatory markers such as TGF-β and IL-10. LPS and condioned 
medium of C6 glioma cell line (CMC6) treatments caused an increase in the 
number of autophagic cells and BRCA-1 low expression pronounced acridine 
orange incorporation, suggesting an increase of autophagy in these treatments, 
also observed in macrophages exposed to IL-4when BRCA-1 is compromised 
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by siRNA. NF-kB activity was abrogated in the silenced cells since LPS and 
CMC6 treatments stimulated it transcriptional activity. Molecular docking 
experiments show that the conservation of the BRCA-1 BRCT domain is 
important for the physical interaction between the protein and the NF-kB p65 
subunit, and that BRCA-1 mutations related to tumors incidence refrain 
formation of the BRCA-1-p65 complex, suggesting relevance to this interaction 
related to the loss of inflammatory capacity for differentiated macrophages. 
Immunocytochemistry assays showed that BRCA-1 expression decreased the 
presence of the NF-κB p65 subunit in the nucleus of cells stimulated by LPS 
and CMC6, indicating a decrease of nuclear activity of p65. Our results reveals 
that constitutive expression of BRCA-1 in macrophages plays a central role in 
its activation by changing NF-κB transcription factor-responsive pathways, and 
open perspectives for future investigations into the role of BRCA-1 that address 
not only the DNA repair and cell survival but also inflammatory response 
pathways of these phagocytes in inflammatory outcome as well as in situations 
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 1.1 Macrófagos e o processo inflamatório  
 A inflamação é uma resposta fisiológica de animais vertebrados que 
reagem a determinado insulto. É caracterizada através de diferentes sinais 
como inchaço, vasodilatação local, geração de calor, dor e até mesmo perda 
de função. O processo inflamatório é gerado normalmente contra insultos 
externos causados por diferentes fatores como infecções de micro-organismos 
patógenos, insulto físico/químico, reações alérgicas ou até mesmo por próprio 
descontrole na comunicação entre as células imunes e o organismo. Após um 
estimulo pró-inflamatório ocorre uma rede multifatorial de sinalização celular 
envolvendo o sistema imune que controla o início, desenvolvimento e desfecho 
da inflamação em determinado local do organismo hospedeiro. A inflamação 
sempre começa com um processo local que, se não controlado, se estende a 
um estado crônico, levando a falência de órgãos e também à morte. O cenário 
inflamatório é caracterizado principalmente pelo recrutamento, proliferação e 
ativação de glóbulos brancos em nódulos linfáticos bem como no local do 
insulto (BRÜNE et al., 2013).  
 Macrófagos fazem parte da diversidade de glóbulos brancos, chamados 
de fagócitos; estão distribuídos em praticamente todos os tecidos, 
principalmente nos conjuntivos adjacentes a epitélios, músculos e nervos. São 
células apresentadoras de antígenos que respondem a sinais exógenos e 
endógenos mudando seu perfil fenotípico de acordo com a situação 
inflamatória (MOSSER; EDWARDS, 2008). A atividade de macrófagos é peça 
importante para a homeostase tecidual, atuando na defesa do hospedeiro no 
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combate a infecções, reparo tecidual e também na regulação de células imunes 
adjacentes (WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013).  
 1.2 Desenvolvimento de macrófagos, polarização e suas vias de 
sinalização  
 Macrófagos são elementos do sistema imune inato e são derivados do 
sistema fagocítico mononuclear, apresentando seu desenvolvimento a partir de 
monócitos. Monócitos, por sua vez, se desenvolvem a partir de células tronco 
hematopoiéticas na medula óssea e migram, depois de maduras, para a 
corrente sanguínea- de onde serão recrutadas por tecidos periféricos. 
Entretanto, em vertebrados, alguns macrófagos podem ser formados por uma 
via hematopoiética paralela à embrionária, em que essas células são oriundas 
de precursoras mesenquimais presentes no saco vitelínico (POON et al., 2017). 
Devido a tais diferenças, macrófagos podem exibir uma alta variedade 
morfológica e funcional. De acordo com a presença e funções em cada tecido, 
encontramos diferentes nomes para estas células: células de Kupffer (fígado), 
células de Langerhans e células dendríticas (conjuntivos), macrófagos 
alveolares (pulmões), osteoclastos (ossos) e microglia (sistema nervoso), os 
quais são designados como macrófagos residentes dos respectivos tecidos 
(BRÜNE et al., 2013; WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). A ativação de 
macrófagos influencia e é suscetível a outras atividades do sistema 
imunológico. Em 1986, Mosmann, Coffman e colaboradores propuseram a 
hipótese de que dois subconjuntos de células T auxiliares poderiam ser 
distinguidos pelas citocinas secretadas, mediando funções reguladoras e 
efetoras distintas, sendo classificadas como respostas Th1 e Th2 (MOSMANN 
et al., 1986). O termo ativação de macrófagos (ativação clássica) foi introduzido 
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por Mackaness na década de 1960 em um contexto de infecção para descrever 
a atividade microbicida dependente de antígeno, mas não específica, de 
macrófagos em relação ao BCG (bacilo Calmette-Guerin) e Listeria após 
exposição secundária aos patógenos (MACKANESS, 1962). O refinamento dos 
resultados foi posteriormente associado às respostas Th1 e produção de IFN-Ɣ 
pelas células imunes ativadas por antígenos (NATHAN et al., 1983) se 
relacionando com propriedades citotóxicas e antitumorais (CELADA et al., 
1984; PACE et al., 1983). Naquela época, o efeito sobre os macrófagos 
associados à imunidade Th2 dependente de IgE, e relacionado com defesa 
contra parasitas extracelulares e respostas alérgicas, ainda não estava claro. A 
descoberta de que o receptor de manose poderia ser estimulado por IL-4 e IL-
13 levou Stein, Doyle e colaboradores a propor que estas citocinas fossem 
capazes de induzir um fenótipo de ativação alternativo, um estado 
completamente diferente da ativação de IFN-Ɣ (DOYLE et al., 1994; STEIN et 
al., 1992). Por outro lado, Mills e colaboradores, enquanto investigavam os 
fatores que regulavam o metabolismo da arginina em macrófagos, descobriram 
que macrófagos ativados por mediadores Th1 e Th2 em cepas de 
camundongos diferiam qualitativamente em sua capacidade de responder aos 
estímulos clássicos (IFN-Ɣ ou lipopolissacarídeo-LPS) e definiram uma 
importante diferença metabólica na via: os macrófagos M1 produzem o óxido 
nítrico tóxico (NO), enquanto os macrófagos M2 produzem as poliaminas 
tróficas (MILLS et al., 2000). Com isso, eles propuseram que estas fossem 
denominadas respostas de macrófagos M1 e M2, embora saibamos que este 
modelo lide mais com a predisposição de macrófagos para desenvolver 
fenótipos específicos. Mais recentemente, Mosser e Edwards apontam a 
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adição de outros marcadores centrais dos fenótipos M1 e M2- sendo também 
classificados como ativação clássica e alternativa de macrófagos (MOSSER; 
EDWARDS, 2008). Macrófagos M1 atuam como microbicidas e apresentam 
propriedades antitumorais por expressarem um aumento na produção e 
secreção de mediadores pró-inflamatórios como TNF-α, IL-1, IL-6 e também 
uma acentuada geração de espécies reativas de oxigênio (ERO). Já 
macrófagos classificados como M2 expressam mediadores como a resistina-
like- α (Fizz 1), arginase, chitinase 3-like 3 (Ym1), IL-10, TGF-β associados à 
expressão diminuída de IL-12, as quais são envolvidas no combate a parasitas, 
remodelação tecidual e progressão tumoral (GORDON; MARTINEZ, 2010). 
Ademais, macrófagos M1 e M2 podem ser convertidos um ao outro 
dependendo do estímulo gerado pelo microambiente em que estão inseridos 
(WYNN; CHAWLA; POLLARD, 2013). Durante a polarização destas células, 
participam ativamente fatores de transcrição como STAT1/3 (OHMORI; 
HAMILTON, 1997), CREB (RUFFELL et al., 2009), PPAR-Ɣ (ODEGAARD et 
al., 2007), NF-kB (OECKINGHAUS; HAYDEN; GHOSH, 2011) e Nrf2 (BRÜNE 
et al., 2013; ZHAO et al., 2014), os quais medeiam a diferenciação e 
proliferação em diferentes etapas do processo inflamatório. Apesar do perfil 
alternativo de macrófagos M2 ser assim designado, é importante salientar que 
dentro deste espectro também é possível diferenciar, no mínimo, três 
populações com propriedades peculiares. Como mostrado na figura 1, de 
acordo com Mantovani e colaboradores (2004), classifica-se como M2a os 
macrófagos que são ativados por IL-4 (secretada por basófilos, mastócitos, os 
próprios macrófagos ou por células Th2 do sistema imune adaptativo) e 
assumem um fenótipo relacionado a participação em reações alérgicas, 
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progressão tumoral remodelagem tecidual e cicatrização. IL-4 estimula a 
expressão de citocinas anti-inflamatórias, entre elas a expressão da enzima 
arginase, a qual converte arginina em ornitina- mecanismo precursor 
importante na síntese de colágeno e de outras proteínas de matriz extracelular, 
contribuindo, portanto, para a síntese e secreção de proteínas de matriz 
extracelular (KREIDER et al., 2007). O sub-tipo M2b abrange os macrófagos 
ativados por exposição a ligantes de receptores do tipo “toll” (TLR)- e 
complexos imunes, os quais apresentam propriedades regulatórias 
relacionadas ao perfil inflamatório Th2. Já o perfil M2c corresponde à ativação 
decorrente de estresse metabólico derivado principalmente da ação de IL-10, o 
qual retroalimenta a própria produção de IL-10 junto do estimulo à produção de 
TGF-β sendo relacionado com processos de remodelagem tecidual e 
imunossupressão (MANTOVANI et al., 2004). Podemos perceber que os três 
sub-tipos induzem à produção de altos níveis de IL-10 e também diminuem a 
expressão de IL-12 - relacionada à ativação clássica- evitando, desta forma, 




Figura 1: Marcadores dos perfis M1 e M2 de macrófagos.  
Adaptada do trabalho de Mantovani e colaboradores que propuseram um 
modelo de perfis inflamatórios de macrófagos M1/M2, nos quais M1 inclui 
ativação por interferon gama (IFN-Ɣ) + lipopolissacarídeo (LPS) ou fator de 
necrose tumoral (TNF-α) e o perfil M2 é subdividido para agrupar semelhanças 
e diferenças entre interleucinas- 4 (IL-4) (M2a), complexos imunes + ligantes 
de receptores do tipo Toll (TLR) (M2b) e IL-10 e glicocorticóides (M2c) 
(MANTOVANI et al., 2004).  
 Atualmente, novas considerações mostram relevância e revisam os 
termos M1 e M2 substituindo a polarização por um espectro de ativação. Dessa 
forma, a intenção é obter maior clareza sobre os achados e também padronizar 
as classificações sobre macrófagos, pois muitos dos resultados já obtidos 
podem ser limitados às características das amostras utilizadas pelos autores, 
não sendo capazes de se relacionar com estudos paralelos. Como mostrado na 
figura 2, estudos recentes destacam a importância de se considerar, nas 
futuras classificações destes fagócitos, um conjunto de padrões baseados em 
três princípios - a fonte de macrófagos, a definição dos ativadores e uma 
coleção consensual de marcadores para descrever o tipo de ativação – os 
quais podem ser mais relevantes para se relacionar com diversos cenários 
experimentais (MARTINEZ; GORDON, 2014; MURRAY et al., 2014). 
 
 1.3 Macrófagos associados a tumores  
 O papel das células imunes em patologias tumorais possui um amplo 
espectro de observação, sendo muitas vezes controverso e tendo várias 
interpretações. Apesar disso, alguns conceitos e observações são bem aceitos 
e utilizados como ferramentas em diagnósticos e tratamentos.  Macrófagos são 
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considerados as células imunes de maior abundância em diferentes tipos de 
tumores (MANTOVANI et al., 2002). 
 
Figura 2: Rede de mediadores estimulados pela diferenciação de macrófagos. 
Na imagem adaptada são mostradas subdivisões funcionais de acordo com o 
estímulo de macrófagos de camundongo ou macrófagos gerados a partir de 
monócitos humanos com o conceito de espectro M1-M2 já existente. As 
condições de estimulo consideradas são: IL-4, complexos imunes (Ic), IL-10, 
glicocorticóides (GC) + TGF-β, glicocorticóides isolados; LPS, LPS + IFN-Ɣ e 
IFN-Ɣ isoladamente. Os dados dos marcadores foram extraídos de uma gama 





 Diferentes trabalhos mostram a importância de ações pró e anti-
inflamatórias geradas por macrófagos como elementos importantes na geração 
e progressão tumoral (LI et al., 2017; MOSSER; EDWARDS, 2008; POON et 
al., 2017), e uma incidência de alta densidade de macrófagos no ambiente 
tumoral é diretamente relacionado com mau prognostico. A medida que o tumor 
se desenvolve e se estabelece, as células já transformadas respondem 
positivamente com macrófagos que, em um primeiro momento, geram um 
status pró-inflamatório e mostram assim um grande potencial em contribuir com 
o crescimento tumoral no início da neoplasia, principalmente pela alta produção 
de ERO, as quais são relacionadas com o combate antitumoral, mas acabam 
causando danos cumulativos nas bases nitrogenadas do DNA das células já 
transformadas. Isto causa mutações, culminando na progressão em número de 
células tumorais no organismo. Por outro lado, com o crescimento da massa 
tumoral, as células transformadas se tornam capazes de influenciar os 
macrófagos associados que compõem o microambiente; os macrófagos saem 
do perfil pró-inflamatório e adotam um perfil muito relacionado com o tipo 
regulatório (POLLARD, 2008). O desenvolvimento das células tumorais cria um 
microambiente composto por uma série de fatores como hipóxia, secreção de 
prostaglandinas, corpos apoptóticos e imunoglobulinas que alteram a atividade 
de macrófagos. Assim, como consequência, tem-se um ambiente 
imunossupressor que proporciona crescimento, angiogênese e invasividade 
tumoral (LIN et al., 2006). Apesar da caracterização dos macrófagos 
associados a tumores ainda não ser estabelecida, a alta produção de IL-10 
acompanhada da inibição da expressão de IL-12 são fatores encontrados em 
diferentes estudos (BISWAS et al., 2006; LIN et al., 2006). A alteração na 
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atividade de NF-kB tem sido proposta como um fator central na resposta 
inflamatória de macrófagos relacionada a tumores. O estímulo inicial é gerado 
por ligantes de receptores “toll-like”, que culminam na degradação de IKB, 
proteína citosólica que ancora NF-kB, o qual, por sua vez, é translocado para o 
núcleo e ativa seus genes responsivos. A ativação da subunidade p65 induz a 
produção de citocinas pró-inflamatórias, como IL-12, iNOS, TNF-α e IL-6 
(BISWAS; LEWIS, 2010; MANCINO; LAWRENCE, 2010). Por sua vez, autores 
mostram que macrófagos associados a tumores (MAT) apresentam baixa 
atividade pró-inflamatória diretamente relacionada à diminuição da ativação 
deste fator de transcrição; paralelamente, quando NF-kB está ativo, MAT 
retomam sua atividade pró-inflamatória e antitumoral (CHANG et al., 2013a).  
 
 1.4 Papel e relevâncias biológicas da proteína BRCA-1  
 O genoma celular é altamente vulnerável a insultos causados por 
agentes oxidantes e radiação. O DNA, uma vez danificado, causa um 
desequilíbrio da homeostase, podendo levar à morte celular e até mesmo à 
formação de neoplasias. Nesse sentido, o sistema de reparo ao DNA é 
fundamental no funcionamento da célula, pois além de reparar danos nas 
bases nitrogenadas, também regula a expressão e atividade de mediadores do 
ciclo celular relacionados à proliferação e diferenciação (SCULLY; 
LIVINGSTON, 2000).  A proteína BRCA-1 (BReast CAncer-1) é envolvida no 
reparo de DNA e atua sobre o mecanismo de reparo dependente de 
recombinação homóloga, sendo responsável por reconhecer e evitar a 
permanência de danos de fita dupla na molécula de DNA. Mutações ou 
mudanças na expressão de BRCA-1 são altamente relacionadas com o 
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surgimento (hereditário ou não) de câncer de mama, ovário e próstata (MIKI et 
al., 1994; THOMPSON; EASTON, 2002).  Atualmente, a função de BRCA-1 
tem sido explorada em situações paralelas ao reparo de DNA, como a 
manutenção da estrutura de heterocromatina (ZHU et al., 2011), regulação de 
expressão de microRNAs (CHANG et al., 2011) e controle de estresse 
oxidativo (VURUSANER; POLI; BASAGA, 2012). A expressão elevada de 
BRCA-1 em células de câncer de mama aumenta a expressão de genes 
antioxidantes e diminui dano ao DNA e morte celular quando desafiadas com 
H2O2 (BAE et al., 2004). Em situações de choque séptico, a superexpressão de 
BRCA-1 em camundongos mostra-se como peça essencial na melhora da 
resposta inflamatória, impedindo a disfunção cardíaca e conferindo menor 
letalidade aos animais pós punção de ligadura cecal (CLP) (TEOH et al., 2013). 
Além disso, células periféricas mononucleares isoladas de mulheres com 
câncer de mama e/ou saudáveis com BRCA-1 mutado, apresentam 
deficiências na produção de TNF-α quando desafiadas por LPS in vitro 
(ZIELINSKI et al., 2003). Sabe-se também que mulheres mutantes em BRCA-1 
entram na menopausa mais precocemente (FINCH et al., 2013) podendo ser 
também mais propensas à incidência de acidentes cardiovasculares e tumores 
(ARTS-DE JONG et al., 2014).    
 
 1.5 Justificativa  
 A relação entre as funções de BRCA-1 e respostas celulares tem 
ganhado enfoque no meio científico, inclusive em pesquisas envolvendo câncer 
e sistema imunológico. Autores propõem que diferentes proteínas são capazes 
de apresentar possíveis interações com BRCA-1 levando a diferentes 
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desfechos biológicos. Nesse sentido, fatores de transcrição com Nrf2 e NF-kB 
mostram maior atividade transcricional quando BRCA-1 está presente com sua 
genética e estrutural preservada- sem mutações germinativas, por exemplo. 
Amostras nucleares de células epiteliais de câncer de mama mostram que 
BRCA-1 interage fisicamente com Nrf2, promovendo uma maior estabilização 
do fator de transcrição e sua atividade genômica (GORRINI et al., 2013). 
BRCA-1 também pode apresentar um papel importante na transcrição de 
genes responsivos à NF-kB, sendo considerado peça chave na permanência 
da subunidade p65 no núcleo e assim regulando vias de sobrevivência e morte 
celular dependentes de NF-kB e derivadas de insultos inflamatórios (BENEZRA 
et al., 2003). Por outro lado, a ativação de NF-kB pode ter desfecho importante 
nas funções de reparo genômico dependente de BRCA-1, atuando de maneira 
direta na reconstituição de danos de fita dupla (VOLCIC et al., 2012). 
Considerando que a ativação/inibição de NF-kB é peça chave na biologia de 
macrófagos durante situações inflamatórias, uma investigação sobre os 
desdobramentos de sua atividade e possíveis interações com proteínas 
nucleares relacionadas a reparo, como BRCA-1, torna-se um relevante ponto 
de investigação científica.   
  A plasticidade dos macrófagos é um elemento importante nas respostas 
imunes e adaptativas do organismo em situações de inflamação elevada como 
sepse e câncer- citadas anteriormente. No primeiro caso, o controle do 
ambiente inflamatório é crucial para a sobrevivência do organismo. Já no caso 
de macrófagos associados a tumores (MAT), a heterogeneidade fenotípica é 
uma característica imposta no ambiente tumoral. No início, MAT são recrutados 
e secretam citocinas pró-inflamatórias que, ao invés de combater, 
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proporcionam um ambiente de crescimento para células transformadas 
(BINGLE; BROWN; LEWIS, 2002). Em um estágio mais tardio, MAT são 
convertidos ao fenótipo M2, e essa mudança é diretamente relacionada à 
oscilação das vias dependentes de NF-kB (OECKINGHAUS; HAYDEN; 
GHOSH, 2011). Nessa fase, os macrófagos favorecem a invasão tumoral por 
reduzir a imunidade do tecido invadido. Portanto, o conhecimento de 
mecanismos subjacentes dos fenótipos M1/M2 durante situações que 
requerem equilíbrio entre o estado pró e anti-inflamatório torna-se um excelente 
alvo de estudo para o desenvolvimento de terapias imunes centradas na 
biologia de macrófagos. Adicionalmente, BRCA-1 mostra-se determinante não 
só na conservação das bases do DNA durante insultos, mas também em vias 
celulares paralelas ao reparo de DNA, uma vez que a proteína apresenta 
grande capacidade de interação com outras proteínas relacionadas a 
processos neoplásicos e inflamatórios/imunológicos. Portanto, estudos com 
abordagem na plasticidade funcional de BRCA-1 sobre a polarização de 
macrófagos tornam-se relevantes e podem ser aplicados em diferentes 






 2.1. Objetivo geral 
 
 O objetivo geral deste projeto é analisar o papel da proteína BRCA-1 no 
perfil inflamatório e funcional de macrófagos submetidos à diferenciação 
clássica e alternativa bem como quando expostos a meio condicionado de 
tumores.    
 
 2.2 Objetivos específicos:  
 
1) Validar, por PCR real time e western blot, a expressão e imunoconteúdo de 
BRCA-1 em macrófagos da linhagem RAW 264.7 bem como testar se a 
metodologia utilizando RNA interferente (siRNA) escolhida é efetiva em 
diminuir expressão proteína nestas células; 
2) Observar se a expressão, uma vez que diminuída, de BRCA-1 é capaz de 
comprometer o sistema de reparo de DNA das células RAW 264.7 após serem 
expostas a LPS, IL-4 e meio condicionado de gliomas (CMC6);  
3) Avaliar parâmetros de ciclo e viabilidade celular em macrófagos deficientes 




4) Analisar a expressão celular e a secreção no meio de cultura de citocinas 
inflamatórias produzidas por macrófagos transfectados com siRNA para BRCA-
1 bem como a atividade fagocítica e a secreção de metaloproteinases após a 
exposição a LPS, IL-4 e meio condicionado de gliomas (CMC6) 
5) Analisar a atividade do fator de transcrição NF-kB em macrófagos RAW 
264.7 quando a expressão de BRCA-1 está comprometida após os tratamentos 
com LPS, IL-4 e CMC6, além de avaliar a possibilidade de interação física da 
subunidade p65 com a proteína BRCA-1 pela técnica de “docking” molecular.   
6) Quantificar através da técnica de imunocitoquímica a marcação nuclear da 




3. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 3.1 Reagentes  
 O lipopolissacarídeo de isolado de E. coli (Cat.: L2630), Interleucina-4 
(Cat.: I1020), Sulforodamina B  (Cat.: S1402), Kits de ELISA para TNF-α (Cat.: 
RAB 0477), Interleucina-6 (Cat.: RAB 0308)  e Interleucina-10 (Cat.: RAB 
0245), iodeto de propídio e laranja de acridina foram comprados da Sigma 
Aldrich (St Louis, MO, EUA). Os materiais para eletroforese e imunoblot foram 
adquiridos com Bio-Rad (Hercules, CA, EUA). Inibidor de protease foi adquirido 
da Roche (Welwyn Garden city, UK). Anti-β-actina e anti-IgG acoplados com 
peroxidases isolados de plasma de coelhos ou camundongos foram adquiridos 
da Cell signaling, EUA. siRNA para BRCA-1 (cat.: SC-29824) e anti-BRCA-1 
(cat.: SC-135731) foram comprados da Santa Cruz Biotechnology.   
 
 3.2 Células 
 Macrófagos da linhagem RAW 264.7 e a linhagem C6 de glioblastoma 
foram adquiridas através do banco de células do Rio de Janeiro, Brasil. 
Macrófagos foram cultivados em meio DMEM com alta concentração de 
glicose, suplementado com 10% de soro fetal bovino e coquetel de antibióticos 
(Gibco BRL, Carlsbad, EUA), e mantidos em estufa com 5% de CO2 com 
temperatura (37°C) e umidade controladas. Células da linhagem C6 foram 
cultivadas em meio DMEM com baixa quantidade de glicose, suplementado 
com 10% de soro fetal bovino nas mesmas condições de incubação citadas 
acima. As células foram usadas por no máximo 30 passagens.  
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 3.3 Silenciamento da proteína BRCA-1  
 A expressão de BRCA-1 foi atenuada através do ensaio de 
“silenciamento” por RNA interferente (siRNA). As células foram incubadas em 
meio OPTI-MEM contendo agente transfectante RNA iMax (Invitrogen) e 
oligonucleotídeos de siRNA resistentes à degradação por nucleases (siRNA) 
especificos para BRCA-1 na concentração de 50ηM por 24 horas. O 
silenciamento foi validado por western blot e polimerase chain reaction (PCR). 
A amplificação foi feita através de PCR real time com primers específicos 
produzidos pela Sigma Aldrich: BRCA-1 (F: GGGCCTTCACAATGTCCTTT; R: 
GCCATTATTCTCAGCAGCTCTT). Os níveis de mRNA para BRCA-1 foram 
quantificados 24 horas pós-transfecção e seu imunoconteúdo foi quantificado 
por western blot pós transfecção e no final dos tratamentos. 
 
 3.4 Tratamentos  
 As células RAW 264.7 foram estimuladas com LPS, IL-4 ou com meio 
condicionado de gliomas (CMC6) a fim de gerar macrófagos por via clássica 
(M1), alternativa (M2) e também simular a situação quando macrófagos estão 
associados a tumores. Basicamente, as células foram submetidas à 
transfecção de siRNA para BRCA-1 e cultivadas por 24h. Em seguida, foram 
adicionados LPS (1μg/mL), IL-4 (20ηg/mL) e CMC6 na proporção de 2:1 com 
meio DMEM virgem com soro na concentração de 1% por mais 24 horas. Após 
o tratamento, as células e o meio de cultura foram coletados para posteriores 
análises. Para a obtenção do meio condicionado (CMC6), células da linhagem 
C6 foram semeadas em confluência de 50-70% e cultivadas em meio DMEM 
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com alta concentração de glicose e 1% de soro por 24h. A partir disso, o meio 
condicionado foi centrifugado a 1000 x g/5 minutos, coletado e utilizado no 
tratamento das células RAW 264.7.  
 
 3.5 Ensaio cometa- dano ao DNA 
  Para o ensaio, as células foram coletadas e solubilizadas em meio de 
agarose low melting (0,75%) e adicionadas em lâminas cobertas por lamínulas 
contendo 1,5% de agarose. As lâminas foram colocadas em tampão de lise 
(NaCl 2,5M, EDTA 100mM e Tris 10mM, pH=10,5, Triton X-100 plus 1% e 
DMSO 10%) por 12 horas a 4°C. Em seguida, as lâminas passaram por uma 
eletroforese de 20 minutos a 25V, foram neutralizadas com Tris-base 400mM e 
lavadas com água destilada. A marcação foi feita com SYBR Green e a análise 
feita em microscópio de fluorescência. Cem células por amostra foram 
analisadas pelo tamanho da cauda de DNA como índice de dano, variando de 
1 a 4. O índice de dano foi calculado da seguinte maneira: CI = [(n°tipo1) × 1 + 
(n° tipo 2) × 2 + (n° tipo 3) × 3 + (n° tipo 4) × 4], onde “n°tipo” é a quantidade de 
graus de dano ao DNA apresentado pela amostra.  
 
 3.6 Western blot  
 As células foram lisadas com tampão Laemmli (62,5 mM Tris-HCl, 
pH=6,8, 1% SDS e 10% glicerol) e quantidades equivalentes de proteína foram 
fracionadas por eletroforese com gel SDS-PAGE e transferidas para uma 
membrana de nitrocelulose. A eficiência da trasferência foi feita utilizando a 
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marcação com Ponceau S e a membrana foi lavada 5x com tampão Tween-Tris 
(TTBS: 100mM Tris-HCl, pH=7,5 contendo 0,9% de salina e 0,1% de Twenn-
20) e bloqueada com albumina a 5% diluída em TTBS. Em seguida as 
membranas foram incubadas com os anticorpos primários (diluição de 1:1000) 
a 4°C por 15 horas. As membranas foram novamente lavadas com TTBS e 
incubadas com anticorpos secundários anti- IgG contendo peroxidase por mais 
2 horas (diluição 1:3000), lavadas e a quimioluminescência foi quantificada com 
o kit ECL plus. As densitometrias das bandas foram quantificadas e analisadas 
com o software Image J.   
 
 3.7 Quantificação dos mediadores inflamatórios   
  3.7.1 Liberação de citocinas (TNF-α, IL-6 e IL-10) no meio de cultura 
pela técnica de ELISA (DE OLIVEIRA et al., 2011; KAPCZINSKI et al., 2011). O 
procedimento da técnica foi desenvolvido de acordo com o protocolo oferecido 
pelo fabricante.  
 3.7.2 Extração de RNA, síntese de cDNA e PCR quantitativo real 
time: o RNA das células foi extraído usando Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
EUA). Aproximadamente 1μg de RNA de cada amostra foi submetida à síntese 
de cDNA com o uso do “kit SuperScript-II RT pre-amplification system” 
(Invitrogen). A amplificação através de PCR real time foi feita com primers 
específicos produzidos pela Sigma Aldrich: TNF-α (F: 
AGACCCTCACACTCAGATCA; R: CTGGGAGTAGACAAGGTACAAC), IL-6 (F: 
GGCCTTCCCTACTTCACAAG; R: TTCCACGATTTCCCAGAGAAC), TGF-β1 
(F: CCTGAGTGGCTGTCTTTTGA; R: CGTGGAGTTTGTTATCTTTGCTG).  As 
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amostras foram analisadas em um termociclador (Applied-Biosystems, Foster 
City, CA, Estados Unidos). As condições de preparação das amostras foram 
feitas de acordo com prévios estudos do nosso grupo de pesquisa (PASQUALI 
et al., 2008). A quantificação da expressão gênica foi feita em relação ao gene 
endógeno GNB2L (F: GAGTGTGGCCTTCTCCTCTG; R: 
CTTGCAGTTAGCCAGGTTC).  
 
 3.8 Zimografia  
 Ao término dos tratamentos, os meios foram removidos e foi adicionado 
meio DMEM virgem por 6h nas células e então foi coletado para ser efetuado o 
ensaio de zimografia. Basicamente, os meios de cultura foram centrifugados 
(1000 xg/5 minutos) e submetidos à eletroforese em gel de acrilamida 8% 
contendo 0,2% de gelatina na ausência de agente redutor. Após a eletroforese, 
o gel foi lavado 3 vezes de 30 minutos em Triton X-100 2,5% para remoção do 
SDS. Em seguida o gel foi incubado por 36 horas a 37°C em tampão de reação 
(50mM Tris-base, NaCl 150mM, ZnCl2 1mM, azida sódica 0.02%, CaCl2 10mM, 
pH=8). Nessas condições, as metaloproteinases MMP-2 e 9 são renaturadas e 
retomam a atividade de colagenases. O gel é corado com Comassie blue 0,1% 
e a atividades são representadas por bandas claras - resultantes da 
degradação da gelatina. As bandas foram quantificadas pelo software ImageJ.  
 
 3.9 Ensaio de capacidade fagocítica 
  O processo de fagocitose pode ser quantificado em macrófagos usando 
biopartículas de E. coli marcadas com sondas fluorescentes. Quando 
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internalizadas pelos macrófagos, as partículas emitem fluorescência que pode 
ser quantificada. Para tal, as células passaram pela transfecção seguida dos 
tratamentos de 24 horas e foram submetidas ao ensaio de fagocitose com o  
“Vybrant Phagocytosis Assay Kit” (Eugene, EUA). Os procedimentos foram 
executados de acordo com as instruções fornecidas pelo protocolo do ensaio. 
As fluorescências foram quantificadas em um espectrofotômetro de 
fluorescência (i5 Softmax- Molecular Devices, EUA).   
 
 3.10 Ciclo celular 
  As células foram submetidas aos tratamentos seguidos do 
procedimento de siRNA para BRCA-1, raspadas, centrifugadas e suspendidas 
em tampão de lise (10mM PBS, 0,1% v/v Nonidet P-40, 1,2 mg/mL spermina, 5 
μg/mL RNAse, e 2,5 μg/mL iodeto de propídeo, pH 7,4). As amostras foram 
mantidas em gelo por 10 minutos. O conteúdo de DNA foi determinado por 
citometria de fluxo com uso do aparelho FACSCalibur e quantificado pelo 
software CellQuest (BD Biosciences, San Jose, EUA).  
 
 3.11 Sulforodamina B 
  O ensaio foi utilizado a fim de avaliar a capacidade dos tratamentos 
interferirem no crescimento celular. As células foram silenciadas e tratadas em 
placas de 96 poços. Após os tratamentos as células foram fixadas com ácido 
tricloroacético 10% por 60 minutos a 4°C.  As placas foram lavadas 5 vezes 
com água destilada em baixa temperatura. O excesso de água foi decantado e 
as placas foram secas a temperatura ambiente. Foi adicionado 100 μL de SRB 
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(0,4% em 1% ácido acético) em contato com as células por 30 minutos. As 
células foram lavadas até o momento em que somente restassem as células 
marcadas com SRB nos poços. As placas foram, novamente, secas e em 
seguida adicionado Tris-base 10 mM nos poços e as células marcadas 
solubilizadas. A absorbância, quantificada em 492nm, é proporcional a 
quantidade de proteínas celulares de cada amostra.  
 
 3.12 Ensaio de gene repórter para NF-kB  
 Células foram plaqueadas em placas de 96 poços com confluência de 
5x103 células por poço e mantidas por 24 horas prévias à transfecção. As 
células foram co-transfectadas com a mistura de 100 ng do plasmídeo 
contendo luciferase ligada a elemento responsivo para Nf-KB (pGL4.32 Luc2P-
NF-κB® Promega) e 10ηg do plasmídeo luciferase-rennilla (p-RL-TK® 
Promega). Os tratamentos foram feitos e após 3h foram quantificadas as 
atividades com o “kit Dual-Glo®” (Promega).  As células também foram 
transfectadas com vetor para proteína GFP para monitorar a eficiência do 
procedimento.   
 
 3.13 Docking molecular BRCA-1/p65, análise estrutural, cálculo de 
interação energética e termoestabilidade 
  As estruturas resolvidas com identificação PBD 1T15 (CLAPPERTON et 
al., 2004), 1T29 (SHIOZAKI et al., 2004) e 4Y18 (WU et al., 2016) foram 
utilizadas como receptores nos cálculos de docking molecular, correspondendo 
à estrutura da proteína BRCA-1 humana. A estrutura proteica resolvida com 
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PDB ID 2I9T(ESCALANTE et al., 2002) (chain A) foi usada como ligante, 
representando a proteína p65 de origem humana. A diversidade das resoluções 
de docking foi incrementada com o uso de 3 representações diferentes da 
estrutura de BRCA-1 obtidas pelo software PIPER via ClusPro 2.0(COMEAU et 
al., 2004; KOZAKOV et al., 2006). Todas as modelagens foram feitas livre de 
restrições: sem escolha de pontos de partida na superfície de BRCA-1, 
permitindo que p65 buscasse o sitio mais adequado para a interação. Os 
resultados foram agrupados por seus respectivos resultados e submetidos a 
análise de interação proteína-proteína pelo software FoldX (SCHYMKOWITZ et 
al., 2005).   
 Mutações em BRCA-1 sobre a termoestabilidade do complexo BRCA-1-
p65: O cálculo de energia relacionado a mutações foi utilizado para medir o 
efeito de mutações pontuais na afinidade de ligação do complexo BRCA-1 com 
p65. Mutagêneses foram aplicadas usando Pssm command of FoldX, o qual 
modifica aminoácidos na estrutura da proteína por alaninas. A estabilidade do 
complexo foi calculada pelo programa FoldX e o valor de ΔΔG foi estimado 
pela subtração da interação encontrada com a proteína em sua forma nativa da 
encontrada na proteína mutada. Valores foram interpretados de acordo com 
Frappier et al (FRAPPIER; CHARTIER; NAJMANOVICH, 2015; FRAPPIER; 
NAJMANOVICH, 2014).   
 
 3.14 Imunocitoquímica  
 A técnica de imunocitoquímica foi utilizada a fim de investigar a 
imunolocalização de BRCA-1 e p65 após a ativação de macrófagos na 
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presença ou ausência de BRCA-1. Resumidamente, células da linhagem RAW 
264.7 foram semeadas em placas de 24 poços (80.000 células / poço) e 
transfectadas com 50 ηM de BRCA-1 ou controle (scramble) de siRNA. Após 
24 horas, foram estimuladas com LPS (1μg / mL) ou CMC6 por 1 hora. As 
células foram então fixadas em paraformaldeído a 4% por 30 minutos, 
bloqueadas em T-PBS (0,5% Tween-20) contendo 5% de albumina sérica 
bovina (BSA) por 1 hora, diluídas em solução salina a 0,5% de tampão Tween-
20 / fosfato (T-PBS), seguido de permeabilização com PBS contendo 0,1% de 
Triton X-100 por 30 min. As células foram incubadas durante a noite a 4°C com 
anticorpos primários para BRCA-1 (Santa Cruz SC-646) e p65 (Cell Signaling # 
6956), ambos com uma diluição de 1: 500. Após 3 lavagens de 10 minutos, 
incubaram-se os anticorpos secundários conjugados Alexa Fluor 488/555 
(Invitrogen) durante 2 horas à temperatura ambiente. As células foram cobertas 
com meio de montagem contendo 70% de glicerol e DAPI (Invitrogen). As 
imagens de fluorescência foram obtidas por microscopia óptica com o aparelho 
EVOS® FL (AMAFD1000 - Thermo Fisher Scientific; MA, EUA). As análises de 
densitometria foram realizadas com o software ImageJ®. Os dados foram 
calculados em comparação com o grupo controle e expressas como unidades 
arbitrárias.   
 3.15 Marcação com laranja de acridina 
  O corante laranja de acridina é capaz de atravessar a membrana da 
célula e, quando presente no citoplasma, emite luz laranja, que em pH ácido é 
reduzido e emite luz verde. A emissão de luz verde indica a presença de 
vesículas autofágicas ácidas, que estão relacionadas ao processo de autofagia. 
Para esta análise, as células tratadas foram raspadas e suspendidas em PBS 
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contendo acridina a 1μM por 15 minutos. Após, as fluorescências foram 
detectadas em um citômetro de fluxo FACSCalibur. As células positivas para 
acridina foram quantificadas pelo software CellQuest (BD biosciences, San 
Jose, EUA).  
 
 3.16 Análises estatísticas 
 Os resultados estão representados por média ± erro padrão com 
significância de p<0,05. A análise estatística foi feita por ANOVA de uma via 
seguida do teste de Tukey entre todos os grupos de tratamento ou por teste –t 
de Student entre o mesmo tratamento com expressão constitutiva e com 




4. RESULTADOS  
 Os resultados desta tese estão inseridos em dois capítulos: Capitulo I, 
sob a forma de artigo científico aceito para publicação; Capítulo II, resultado 
complementar ao artigo, porém não anexado na publicação. 
 
Capítulo I - Artigo publicado 
  
Artigo anexado, intitulado “BRCA‑1 depletion impairs pro‑infammatory 
polarization and activation of RAW 264.7 macrophages 
in a NF‑κB‑dependent mechanism”- publicado em 2019 no periódico 
































Capítulo II - Resultado complementar 
 






















4.2.1 Incorporação de laranja de acridina 
 
 As Figuras complementares 3A e 3B mostram a porcentagem de células 
positivas para a incorporação da acridina em vesículas fagolisossômicas 
analisadas por citometria de fluxo e a respectiva quantificação. O corante 
laranja de acridina atravessa a membrana celular e, quando presente no 
citoplasma, emite luz verde, que em pH ácido é reduzido e emite luz vermelha. 
A emissão de luz vermelha indica a presença de vesículas ácidas, que estão 
relacionadas ao processo de autofagia, a qual é detectada por citometria de 
fluxo. Os tratamentos com LPS e CMC6 aumentaram a marcação positiva para 
laranja de acridina, enquanto que o estímulo com IL-4 não causou diferença 
estatística em relação ao grupo controle. O silenciamento de BRCA-1 causou 
maior incorporação de laranja de acridina nas células expostas a LPS, IL-4 e 
CMC6 quando comparados com o grupo controle bem como comparadas aos 
respectivos tratamentos na ausência de siRNA para BRCA-1, demonstrando 
que a diminuição da expressão de BRCA-1 é capaz de potencializar o efeito já 
observado nas células expostas a LPS e CMC6 e induzir autofagia nas células 










Figura 3: O envolvimento de BRCA-1 na incorporação de laranja de 
acridina em macrófagos RAW 264.7 expostos a LPS, IL-4 e CMC6. Dot-plot 
(A) e gráfico (B) representativos para laranja de acridina em macrófagos 
silenciados para BRCA-1 e expostos a LPS (1μg/mL), IL-4 (20 ηg/mL) e meio 
condicionado de linhagem C6 de gliobasltoma (CMC6). a: p<0,05 quando 
comparado ao grupo controle; #: p<0,001 quando comparado ao grupo controle; 
*: p<0,05 quando comparado grupo scramble do mesmo tratamento **: p<0,001 





n=3 reproduzidos em triplicatas biológicas e experimentais. Análise estatística 
feita por ANOVA de uma via seguida de teste de Tukey para análises entre 
todos os grupos e teste-t para comparação entre os grupos do mesmo 






 Macrófagos são reguladores importantes em diferentes estágios do 
processo inflamatório- desde a geração até o controle e retomada da 
homeostase tecidual. A ativação de macrófagos é composta por uma variedade 
de eventos celulares que envolvem desde a exposição de receptores e 
complexos de histocompatibilidade, até a produção e secreção de citocinas 
inflamatórias e suas mudanças fenotípicas. Autores salientam que a ativação 
de macrófagos e o consequente controle da inflamação podem ser 
determinantes em desfechos patológicos que dependam do processo 
inflamatório como em situações de infecção bacteriana, fúngica bem como no 
surgimento e progressão de neoplasias (BISWAS; LEWIS, 2010; BRÜNE et al., 
2013; CHANG et al., 2013a; KONG et al., 2010; KREIDER et al., 2007; POON 
et al., 2017).  
 Este estudo traz evidências sobre a participação da proteína BRCA-1 
durante a ativação de macrófagos em contextos inflamatórios, os quais 
estimulam estas células fagocíticas a assumir fenótipos e atividades 
inflamatórias distintas. Mutações deletérias (ou germinativas) em BRCA-1 tem 
incidência considerável em pacientes com câncer de mama e ovário. Coach et 
al., descrevem que a incidência pode chegar a 8,5% em pacientes com câncer 
de mama com histórico familiar triplo negativo (COUCH et al., 2015). 
Paralelamente, por BRCA-1 ser uma proteína com atividade de reparo de DNA 
dependente de recombinação homóloga, dados da literatura mostram que 
quimioterápicos com ação genotóxica apresentam melhor eficácia nestes 
pacientes, mostrando a importância da forma constitutiva de BRCA-1 também 
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como alvo de tratamentos (AUDEH et al., 2010; BYRSKI et al., 2014; WALSH, 
2015). Outros autores também já demonstram sua importância dentro da 
resposta imune, bem como salientando a atuação direta ou até mesmo as 
possíveis interações físicas com fatores de transcrição, aumentando suas 
atividades transcricionais e aumentando a eficiência da resposta inflamatória 
(BAE et al., 2004; GORRINI et al., 2013; TEOH et al., 2013; VOLCIC et al., 
2012). Neste sentido, trazemos como novidade a importância da proteína 
BRCA-1 na resposta inflamatória de macrófagos causada por três diferentes 
situações in vitro: durante a ativação clássica (LPS), alternativa (IL-4) e quando 
em contato com meio de tumores. Escolhemos a linhagem C6 por ser capaz de 
secretar uma série de moléculas sinalizadoras como proteína quimioatrativa de 
monócitos-1 e 3- Mcp1 (PLATTEN et al., 2003) Mcp3 (OKADA, M. et al., 2009), 
receptor para quimiocinas 1 e 11-Cxcr11-Cxcr1 (HELD-FEINDT et al., 2010), 
fator neurotrófico derivado de células gliais- GDNF (KU et al., 2013), fator de 
transformação de crescimento-TGF-β (WEI et al., 2010) e bem como citocina 
inibitória de macrófagos- MIC-1 capazes de atrair e estimular a atividade 
células imunes adjacentes ao tumor- como os macrófagos (GROBBEN; DE 
DEYN; SLEGERS, 2002). Portanto, objetivamos avaliar se o silenciamento da 
proteína BRCA-1 poderia influenciar a resposta destas células imunes quando 
submetidas às situações citadas acima.    
 Nossos primeiros resultados mostram que a linhagem murina RAW 
264.7 expressa constitutivamente BRCA-1, identificada por imunoconteúdo 
bem como por RT-qPCR, além de mostrar ser possível diminuir a expressão de 
BRCA-1 através da técnica de transfecção com RNA interferente. Estímulos 
que causam resposta pró-inflamatória em macrófagos, como o LPS, resultam 
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em alta produção de prostaglandinas e espécies reativas tanto de oxigênio 
como de nitrogênio, os quais são mediadores importantes durante a resposta 
imune contra patógenos (JI et al., 2012). Porém, quando a inflamação não é 
controlada, contribuem para a oxidação de lipídios de membrana, de proteínas 
e do DNA do hospedeiro afetando inclusive a sobrevivência das células imunes 
durante o insulto (KIM; HA, 2009).  Em MAT’s, a manutenção de um ambiente 
pró-tumoral pelas células transformadas- que secretam uma gama de 
moléculas contribui para a polarização dos MAT podendo gerar genotoxicidade 
(MOSSER; EDWARDS, 2008). Os tratamentos com LPS e CMC6 induziram 
acúmulo de fragmentação do DNA quantificada através da técnica de cometa, 
e o silenciamento de BRCA-1 foi determinante para um maior dano ao material 
genético nestes grupos, o que demonstra a importância da via de reparo 
BRCA-1 dependente em conter genotoxicidade nas determinadas situações. A 
análise de ciclo celular mostra que os tratamentos com LPS e CMC6 causam 
parada em G1/S, indicando que estas células estejam em menor taxa de 
proliferação e/ou com aumento de morte. Os resultados de viabilidade celular 
revelam que os macrófagos que receberam CMC6 apresentaram menor 
densidade celular e que o silenciamento de BRCA-1 reduz potencialmente a 
viabilidade celular. Os macrófagos silenciados também foram afetados neste 
parâmetro quando expostos a LPS enquanto que o mesmo tratamento nas 
células não silenciadas não apresentou diferenças com o controle. Nesse 
sentido, a proteína BRCA-1 mostra-se como uma peça importante na 
viabilidade de macrófagos durante suas respostas inflamatórias aqui 
estudadas, nas quais há o envolvimento de mecanismos que possam culminar 
em dano ao DNA e morte celular. Estudos prévios mostram que BRCA-1 pode 
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favorecer a sobrevivência celular por interagir com o fator de transcrição Nrf2 e 
assim conferir aumento da capacidade antioxidante (GORRINI et al., 2013); 
BRCA-1 também atua como fator crítico na transição entre as fases G1/S e 
G2/M do ciclo celular (HUEN; SY; CHEN, 2010), além de apresentar atividade 
anti-apoptótica (QUINN et al., 2003).    
 A classificação de macrófagos ativados pela via clássica e alternativa é 
uma alternativa para distinguir as respostas Th1 (pró-inflamatórias) e Th2 (anti-
inflamatórias) respectivamente, a linfócitos T. Macrófagos ativados pela via 
clássica regulam a resposta inflamatória aguda e são ativados por 
lipopolissacarídeo de E. coli (LPS), interferon-Ɣ (IFN- Ɣ) e pelo fator de necrose 
tumoral- TNF-α. Apresentam os marcadores CD40, CD80, CD16/32, CD86, 
expressam citocinas como TNF-α, interleucina-6 e 12 além de possuírem 
atividade fagocítica e alta capacidade de apresentação de antígenos a células 
T (ZHU et al., 2017). Macrófagos ativados pelas vias alternativas reduzem o 
processo inflamatório e promovem reparo tecidual. Apesar de amplo, o perfil 
alternativo pode ser induzido por IL-4, IL-10, IL-13 e também pelo fator 
estimulante de colônia de fagócito mononuclear sintetizado por células 
mesenquimais (M-CSF). Estudos com abordagem em tumores, incluindo 
gliobastomas, inferem que MAT expressam tanto marcadores de ativação 
clássica quanto alternativa dependendo do estágio de crescimento de área 
tumoral analisada (LAOUI et al., 2011; MOVAHEDI et al., 2010; SZULZEWSKY 
et al., 2015). Apesar da importância do quadro pró-inflamatório de macrófagos 
em neoplasias, a literatura mostra que tumores são capazes de promover uma 
sinalização com estas células e os induzir ao perfil alternativo, e tal alteração é 
diretamente associada com à progressão e invasividade das células 
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transformadas (JETTEN et al., 2014; ZHU et al., 2017). Por análise de 
microscopia óptica observamos que os tratamentos com LPS e meio 
condicionado de gliomas (CMC6) alteraram a morfologia das células após 24 
horas de exposição com o aparecimento de extensões de membrana 
(pseudópodes) e vesículas fagolisossômicas intracelulares - característico da 
ativação clássica de macrófagos- enquanto o tratamento com IL-4 não causou 
diferenças morfologias significativas. O silenciamento de BRCA-1 não causou 
diferenças significativas entre os tratamentos como pode ser evidenciado nas 
imagens obtidas por microscopia. Ao avaliarmos marcadores de ativação 
clássica e alternativa observamos que o silenciamento de BRCA-1 
comprometeu a expressão de TNF- α e IL-6 além de diminuir a secreção de 
TNF- α no meio de cultura uma vez que estes parâmetros foram estimulados 
por LPS e CMC6. Paralelamente, as células deficientes em BRCA-1 
apresentaram maiores níveis de IL-10 e TGF- β quando em contato com 
CMC6, indicando a presença de marcadores anti-inflamatórios 
significativamente aumentados neste grupo. Além disso, o silenciamento de 
BRCA-1 comprometeu a atividade fagocítica em todos os grupos de tratamento 
em que houve estímulo da atividade pelas exposições a LPS e CMC6, 
evidenciando um aspecto fisiológico importante para a perda de capacidade 
funcional dos macrófagos. Estudos prévios concordam com os nossos 
achados, mostrando que monócitos isolados de mulheres saudáveis com 
mutações deletérias em BRCA-1 apresentam menores níveis nos marcadores 
para TNF- α e IL-6 quando comparadas aos monócitos de mulheres com 
expressão constitutiva de BRCA-1 ao serem estimulados com LPS (ZIELINSKI 
et al., 2003). Em contraste, a queda da expressão de IL-6 causada pelo 
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silenciamento de BRCA-1 não foi acompanhada de uma diminuição de sua 
secreção, evidenciando que podem existir outros fatores que estejam atuando 
no intervalo entre a expressão e a secreção como a reciclagem de 
endossomos, a qual pode explicitar peculiaridades entre a secreção de TNF-α 
e IL-6 durante respostas inflamatórias (MANDERSON et al., 2007). 
Experimentos com terapia gênica, focando a superexpressão de BRCA-1, 
revelam que animais apresentam melhores parâmetros de sobrevivência e 
resposta inflamatória em modelo de choque séptico (TEOH et al., 2013). 
Paralelamente, a produção e secreção de metaloproteinases (MMP-2 e 9, 
principalmente) é um fator chave desempenhado por macrófagos ativados por 
via clássica (LEE; LAN TRAN; VAN TA, 2009) Por outro lado, a produção de 
MMP’s por macrófagos pode ser induzida pelo microambiente tumoral, 
causando mudanças fenotípicas destas células relacionadas ao perfil 
alternativo de ativação e, desta forma, contribuindo para angiogênese e 
progressão tumoral (LIU et al., 2013). Nossos resultados mostram que os 
tratamentos com LPS e CMC6 induziram aumento significativo de MMP-2 e 
MMP-9 após 24 horas de exposição e que o silenciamento de BRCA-1 não 
causou alteração significativa do resultado. Com isso, podemos afirmar que o 
silenciamento de BRCA-1 atenua o aumento de marcadores pró-inflamatórios 
em macrófagos estimulados por LPS e por CMC6 sem alterar os parâmetros 
relativos à atividade das metaloproteinases, além de aumentar marcadores 
anti-inflamatórios como IL-10 e TGF– β quando o meio tumoral é mimetizado, 
proporcionando tanto a diminuição do perfil antitumoral destes macrófagos 
frente a neoplasias quanto o aumento da presença de marcadores  que 
favorecem a progressão deste tipo de tumor. Estudos prévios mostram que a 
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produção de TGF-β por macrófagos associados a tumores favorece o 
desenvolvimento do câncer de pulmão e o crescimento de neoplasias gliais 
(KENNEDY et al., 2013; POON et al., 2017). Por sua vez, IL-10 secretada por 
macrófagos promove tumorigênese, através da ativação da via JAK2/STAT3 de 
gliomas (QI et al., 2016). Também é importante salientar que MAT podem 
apresentar plasticidade fenotípica frente a células tumorais, expressando 
marcadores pró e anti-inflamatórios (BLOCH et al., 2013; POON et al., 2017; 
ZHU et al., 2017). Apesar disso, é bem considerado pela literatura que o 
aumento de marcadores anti-inflamatórios em MAT apresenta correlação com 
mau-prognóstico em diferentes neoplasias (BLOCH et al., 2013; LIU et al., 
2013; STANDIFORD et al., 2011). Os dados da literatura reforçam nossos 
achados que descrevem a proteína BRCA-1 como tendo  um papel importante 
na polarização de macrófagos, principalmente durante a geração de estímulos 
pró-inflamatórios por LPS e através do contato com meio condicionado de 
glioblastomas, diminuindo a capacidade inflamatória e aumentando marcadores 
de ativação alternativa destes fagócitos.     
 Há uma linha tênue que divide o papel da autofagia tanto em vias que 
induzem sobrevivência quanto em vias que se destinam para morte celular. 
Dependendo do cenário, a autofagia confere resistência ao estresse, 
aumentando a adaptação e suprimindo apoptose. A medida que as células não 
resistem as causas de estresse, podem utilizar o mecanismo para promover 
uma via alternativa de morte celular que sucede a autofagia.  (MAIURI et al., 
2007). Em macrófagos associados a tumores, a autofagia possui papel 
importante em torno do surgimento e manutenção do fenótipo anti-inflamatório, 
contribuindo para proliferação e invasividade das células transformadas 
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(CHANG et al., 2013a; LIU et al., 2013). O fator de transcrição NF-kB 
apresenta-se como um dos mais decisivos elementos na resposta de 
macrófagos a estímulos inflamatórios (BISWAS; LEWIS, 2010). Paralelamente, 
se sabe que o aumento da autofagia em MAT é relacionado com a degradação 
lisossomal da subunidade p65- interação determinante para a manutenção do 
perfil anti-inflamatório de macrófagos expostos a meio condicionado de 
linhagem de hepatoma (CHANG et al., 2013a). Nossos achados mostram que o 
silenciamento de BRCA-1 elevou o número de células autofágicas e 
comprometeu a transativação de NF-kB, com maior evidência nos grupos em 
que receberam LPS e CMC6, corroborando com dados da literatura que 
inferem uma possível relação entre o aumento da autofagia com a diminuição 
das respostas dependentes de NF-κB (CHANG et al., 2013a, 2013b). No 
entanto, mais estudos são necessários com uma maior variedade de 
parâmetros que demonstrem uma relação direta entre o aumento da autofagia 
e a transativação de NF-κB.  
 BRCA-1 é uma proteína que pode apresentar papéis adicionais ao de 
reparo genômico, como, por exemplo, atuar como ligante de diferentes 
proteínas e fatores de transcrição. Estudos prévios mostram que BRCA-1 
interagem com proteínas como p53, ATF-1 e Nrf2 servido como co-ativador 
transcricional (GORRINI et al., 2013; HOUVRAS et al., 2000; ZHANG et al., 
1998). Adicionalmente, dados da literatura mostram que BRCA-1 pode atuar 
como uma proteína estabilizadora da subunidade p65 de NF-kB, desta forma, 
estabilizando a interação do fator com a enzima RNA polimerase II 
aumentando sua atividade transcricional (BENEZRA et al., 2003). Os 
tratamentos com LPS e CMC6 causaram aumento da transativação de NF-κB e 
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o silenciamento de BRCA-1 atenuou a atividade do fator de transcrição, o qual 
pode ser relacionado com os menores níveis de TNF-α e IL-6, sendo que estas 
interleucinas são responsivas à ativação de p65 (BISWAS; LEWIS, 2010; 
TANIGUCHI; KARIN, 2018). Paralelamente, os resultados de docking 
molecular mostram que o domínio BRCT conservado da proteína BRCA-1 é 
capaz de formar pontes de hidrogênio e interagir fisicamente com p65. Nesse 
sentido, a expressão constitutiva da proteína BRCA-1 pode ser considerada um 
fator determinante na atividade de macrófagos dependente deste fator de 
transcrição em diferentes contextos inflamatórios (BISWAS; LEWIS, 2010; 
MOSSER; EDWARDS, 2008). Outros dados da literatura complementam 
nossos resultados ao mostrar que a interação entre BRCA-1-p65 é considerada 
uma comunicação importante não somente na transcrição de genes 
responsivos a p65, mas também em aumentar a eficiência do sistema de 
reparo em combater danos de dupla fita na molécula de DNA (VOLCIC et al., 
2012). Decidimos então avaliar a possível relação entre BRCA-1 e p65 nas 
células RAW 264.7, e observamos que a expressão de BRCA-1 conservada 
apresentou relação com uma maior marcação nuclear de p65 nas células 
expostas a LPS e CMC6 quantificada por imunocitoquímica, indicando que o 
silenciamento de BRCA-1 afeta não somente a atividade transcricional de NF-
κB, mas como sua presença a nível nuclear. Nesse sentido, mais estudos são 
necessários para esclarecer se a proteína BRCA-1 é capaz de interagir 
fisicamente com p65 no núcleo das células RAW 264.7 e, desta forma, também 
analisar se genes responsivos estariam sofrendo alterações devido a esta 




 Por fim, nossos resultados mostraram comprometimento da atividade 
pró-inflamatória associado a maior fragmentação do DNA em macrófagos 
estimulados por LPS quando a expressão de BRCA-1 é atenuada por RNA de 
interferência, sendo que as mesmas células estimuladas por IL-4 apresentaram 
pouca variação dos parâmetros inflamatórios associadas ao silenciamento de 
BRCA-1. Observamos também, sobreposição de mediadores pró e anti-
inflamatórios nos macrófagos expostos a CMC6, validando dados prévios da 
literatura que descrevem a presença destes marcadores para os diferentes 
perfis dentro da mesma massa tumoral (SZULZEWSKY et al., 2015). 
Adicionalmente, podemos notar que as células silenciadas para BRCA-1 
apresentam menores níveis dos marcadores pró-inflamatórios e menor 
atividade de NF-kB associados ao níveis elevados de mediadores anti-
inflamatórios como IL-10 e TGF- β bem como uma maior quantidade de células 
com incorporação de acridina e menor sobrevivência, mecanismos que estão 
envolvidos na resposta imunossupressora do organismo frente a neoplasias e 
normalmente associado com mau prognóstico (GORDON, 2003; HAN et al., 






 Consideramos que o silenciamento de BRCA-1 interferiu pouco nos 
parâmetros obtidos das células expostas a IL-4, já que BRCA-1 mostrou-se 
como fator importante na manutenção das respostas NF-κB dependentes e 
macrófagos estimulados por IL-4 apresentam ativação de STAT6 a qual causa 
inibição citosólica de NF-κB, impedindo o fator de transcrição de migrar para o 
núcleo e ativar genes responsivos. (BISWAS; LEWIS, 2010). Em contrapartida, 
os resultados encontrados nos macrófagos tratados com LPS com baixa 
expressão de BRCA-1 são bem referenciados; nestas situações há produção 
excessiva de espécies reativas de oxigênio e nitrogênio, exigindo que a célula 
mantenha seus mecanismos de reparo funcionando o mais plenamente 
possível para garantir funcionalidade e sobrevivência no insulto inflamatório. Os 
resultados dos macrófagos expostos a CMC6 sugerem um papel importante 
para a proteína BRCA-1, e que talvez esta resposta tenha relação com uma 
possível ausência de interação entre BRCA-1 e p65 a nível nuclear decorrente 
de mutação ou do silenciamento da proteína de reparo. Atualmente, o histórico 
familiar referente a mutações em BRCA-1 não é considerado um fator de risco 
para o surgimento de tumores gliais. Além disso, existem poucos estudos de 
caso inferindo correlação positiva ou até mesmo ausente entre mutações em 
BRCA-1 e o surgimento de tumores cerebrais (BOUKERROUCHA et al., 2015; 
ELMARIAH et al., 2006). Nesse sentido, nosso estudo enfatiza que o papel da 
proteína BRCA-1 em MAT merece melhor investigação devido a sua 
capacidade em não somente evitar acúmulo de dano ao DNA e morte celular 
destas células imunes, mas também influenciar diretamente a resposta  
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Figura 4: resumo esquemático da relação entre a expressão de BRCA-1 e os 






Tendo em vista o concluído, as perspectivas deste trabalho são listadas abaixo: 
 Avaliar o tipo de morte celular que esteja comprometendo a viabilidade 
celular dos macrófagos quando BRCA-1 é silenciada; 
 Validar por ensaio de imunoprecipitação a interação BRCA-1/p65 em 
células RAW 264.7; 
 Adicionar aos grupos de tratamentos células transfectadas com 
plasmídeos contendo construtctos causando superexpressão da 
proteína BRCA-1 e analisar se a produção de citocinas pró-inflamatórias 
é retomada; 
 Estudar o mecanismo em culturas primárias de monócitos obtidas de 
camundongos knockout para BRCA-1 e analisar se os resultados 
obtidos com os tratamentos se refletem numa situação além do in vitro.  
 Utilizar modelos pré-clinicos de glioblastoma em camundongos knockout 
para BRCA-1 e analisar se a expressão da proteína altera a 
suscetibilidade à temozolomida (quimioterápico padrão para o 
tratamento de gliomas) e a melhora na sobrevida dos animais frente à 
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